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 Telah diisolasi sejumlah mutan K.pneumoniae yang resisten terhadap antibiotika BRL41897A (mutan 
KSL). Uji karakterisasi awal dari mutan-mutan KSL antara lain besarnya KHM dari BRL41897A terhadap mutan, 
deteksi siderofor, pengaruh asupan Fe, menunjukkan bahwa terdapat perbedaan karakter dari mutan-mutan tersebut. 
Melanjutkan hasil penelitian di atas, perlu dilihat perbedaan protein penyusun membran luar (OMP=Outer 
Membrane Protein) dalam media CAA yang mengandung Fe dan membran luar pada media CAA bebas Fe 
(IROMP) dari sejumlah mutan yang mempunyai KHM lebih tinggi dibanding M10. Hasil analisis dengan memakai 
metode SDS PAGE menunjukkan bahwa protein  OMP 49 kDa dari mutan KSL19 diproduksi sangat lemah, dan 
terjadi penurunan produksi protein  OMP 22 kDa dari sejumlah mutan seperti KSL38, KSL52, KSL58 dan KSL59  
yang ditumbuhkan diatas media Fe + CAA. Namun dengan memakai media Fe-CAA untuk menumbuhkan mutan , 
terlihat hanya 3 mutan menunjukkan terjadi perbedaan sintesis protein lain yang lebih rendah dibanding produksi 
galur induk (M10), yakni KSL19 pada produksi protein IROMP 88 kDa, sedang  KSL38 dan KSL 59 pada protein 
80 kDa. Sebaliknya, hasil analisis  menunjukkan bahwa produksi yang rendah pada salah satu protein dapat memicu 
meningkatnya produksi protein lain dan hal ini terjadi dengan jelas pada KSL19 yang memproduksi IROMP 88 kDa 
sangat lemah tetapi memproduksi IROMP 86kDa dalam jumlah sangat besar. 




Initial characterization, the MIC, Fe uptake and detection of siderophores,  of the resistance K.pneumoniae 
mutants against BRL41897A (KSL mutants) showed that there were differences amongs them.  Therefore it was 
necessary to observe the OMP and IROMP proteins of the mutants especially which had different MIC’s to the WT 
galur (M10). Results from SDS-PAGE analysis showed that KSL19 produced 49kDa protein weakly and similar 
result was found in the 22 kDa protein production by KSL38, KSL52, KSL58 and KSL59. Using Fe-CAA media -  
media lack of Fe - showed that 3 mutants synthesized certain protein weaker than M10 galur, KSL19 in the 
production of the 88 kDa protein, KSL38 and KSL59 at the 80 kDa protein. We also observed that KSL19 
synthesized new 88 kDa protein. This result  showed that certain mutant which had  decreased  production of one 
protein could stimulate another weak protein,   





Telah dilakukan pembuatan mutan K. pneumoniae yang resisten terhadap antibiotika BRL41897A yang 
mempunyai struktur seperti pada gambar 1 (Basker et al., 1984; Basker et al., 1986;  Kuswandi, 2002) dengan cara 
mutagenesis menggunakan transposon TnphoA  ( Taylor, 1989) dan menghasilkan sekitar 300 mutan yang diberi 
nama KSL ( Kuswandi, 1997). 
Sejumlah 30 mutan KSL yang diidentifikasi menunjukkan KHM yang berbeda terhadap galur induk M10, 
demikian juga dalam jumlah siderofor dan jumlah asupan Fe ( Kuswandi dan Lambert, 1997). Hasil tersebut bukan 
suatu kebetulan karena  pemakaian transposon TnphoA sendiri adalah untuk menciptakan mutan mutan yang 
membawa gena yang mengalami mutasi gena pengkode protein membran luar  (OMP) atau protein periplasmik 
(Brown, 1993). TnphoA adalah transposon tipe II yang memasukkan gen alkalin fosfatase tanpa membawa gena 
peptida signal ke dalam gena yang tersisipi. Enzim alkalin fosfatase tidak aktif kecuali dieksport dari sitoplasma. 
Oleh karena itu produk dari gen yang tersisipi adalah berasal dari gen yang memproduksi peptida signal agar enzim 
alkalin fosfatase menjadi aktif (Manoil and Beckwith, 1985). 
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Gambar 1. Struktur 7 () – formamido sefalosporin BRL 41897A dan BRL 42948 A. 
 
Koloni dengan warna biru gelap menandakan bahwa terjadi ekspresi yang kuat  dari gena phoA yang 
terkandung dalam transposon TnphoA yang menambah jumlah produk dari gen phoA yang berasal dari sel aslinya 
(Kuswandi, 1997). 
Kuswandi dan Lambert, (1997) melaporkan bahwa terjadi perbedaan uptake Fe antara mutan mutan dengan 
galur M10 (WT) menunjukkan kemungkinan besar terjadi perubahan profil dari dinding luar sel, baik protein 
membran luar  (OMP) dan atau protein periplasmik . Besi mempunyai peran penting karena diduga aktivitas tinggi 
dari antibiotika ini akibat  BRL41897 membawa gugus katekol yang mirip siderofor, penangkap Fe dari lingkungan 
bakteri tumbuh , dikala konsentrasi Fe disekitar rendah (Kuswandi dan Lambert, 1997; Curtis et al, 1988; Critchley 
et al, 1991; Neilands, 1982 ). 
Laporan penelitian di atas kemudian dikonfirmasi dengan menganalisisnya memakai metoda Southern Blot 
(Kuswandi , 2002) .  Penelitian tersebut  memberikan hasil bahwa dari10 mutan yang diperiksa, minimal 1 mutan 
(KSL 19) membawa satu copy transposon TnphoA dan minimal dua mutan KSL 38 dan KSL 52 membawa 2 copy 
TnphoA. Oleh karena itu diduga ada perubahan profil OMP mutan-mutan , karena satu atau lebih gena penyusun 
protein reseptor Fe tersisipi transposon TnphoA sehingga gena tersebut tidak terekspresi atau memproduksi protein 
yang lemah atau cacad  sehingga  menyebabkan asupan Fe berubah dan pada akhirnya mutan mutan tersebut 
menjadi resisten terhadap antibiotika BRL 41897A.  
 Oleh karena itu untuk melanjutkan hasil tersebut, dilakukan identifikasi protein OMP (outer membrane 
proteins) dan IROMP (iron regulated outer membrane proteins) dari sejumlah mutan terutama yang 





 M10 adalah galur tanpa kapsul polisakarida tetapi mempunyai lipopolisakarida (LPS) tipe O2. M10 berasal 
dari galur NCTC 5055 yang dimutagenesis secara kimia (Poxton dan Sunderland, 1976), dan telah dikarakterisasi 
baik siderofor maupun produksi IROMP nya (Williams et al., 1983). Galur M10 dalam penelitian ini dipakai 
sebagai induk dari mutan mutan (WT). 
 Mutan mutan dari M10 yang dibuat dengan mutagenesis memakai transposon TnphoA : KSL19, KSL31, 
KSL32, KSL33,KSL38, KSL41, KSL52, KSL57,  KSL58, KSL59, KSL62 
 
Media 
Media Fe - CAA  : media CAA adalah media pertumbuhan yang mengandung hanya sedikit Fe, berisi 
0,5% b/v asam casamino bebas vitamin ( Difco), 1mM MgSO4 dan 1mM MOPS, pH7,3 yang dibuat dengan alat 
alat gelas yang dicuci dengan asam , EDTA dan akuades. Setelah itu ditambah 300 μM 2,2 dipiridil (Sigma) 
sehingga disebut media Fe-CAA. 
Media Fe + CAA: Dalam beberapa eksperimen, media CAA  diatas ditambah 4-10  μM FeCl3 yang 
dipakai untuk menekan siderofor dan juga ekspresi protein IROMP disebut media Fe + CAA. 
   
Isolasi protein membran luar (OMP) dan IROMP. 
 Sel dari 50 ml kultur yang ditumbuhkan semalam dipanen dengan cara disentrifugasi (12.000 g selama 10 
menit) dan dilanjutkan dengan diresuspensi dengan 10 ml akuades. Suspensi kemudian disonikasi diatas es selama 5 
x 30 detik  burst (MSE Soniprep, tenaga maksimum dan probe dengan diameter 2 cm) dengan periode pendinginan 
interval selama 30 detik, selanjutnya disentrifugasi (12.000g selama 5 menit) untuk mengendapkan sel sisa. 
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Membran sitoplasma dilarutkan dengan penambahan 2% b/v sodium-lauril sarkosinat (Sigma) dan OM yang tak 
larut diendapkan sehingga membentuk pelet dengan jalan disentrifugasi lagi (20.000g selama 60 menit). 
 
Analisis protein dengan SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) 
 Sampel OMP atau IROMP didenaturasi dengan cara mencampur sampel dengan volume yang sama dari 
bufer sampel (5ml 0,5M TrisHCl,pH6,8, 10ml 10% b/v SDS, 5 ml gliserol, 0,5 ml β –merkaptoetanol, 10 ml 
akuades dan 0,4 ml 5%b/v biru brom fenol sebagai penunjuk warna), dipanaskan pada 1000C selama 10 menit dan 
2-10 μl  campuran tersebut dimasukkan kesetiap sumuran  pada gel.      
 Elektroforesis dilakukan dalam Bio-Rad Protean atau sistem Mini Protean, pada temperatur kamar, 220 
Volt sampai penunjuk warna mencapai akhir dari gel (Lugtenberg et al., 1975). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
1. Kadar Hambat Minimum (KHM). 
 
Tabel.1.Pengaruh Fe dalam KHM dari BRL 41897 A. 
Galur KHM dalam (µg/ml) 
Fe-CAA 
KHM dalam ( µg/ml) 


























    
2. Protein OMP dari mutan-mutan KSL. 
 
 Hasil SDS PAGE dari preparasi OM sarkosil yang berasal dari sel mutan yang ditumbuhkan pada media 
CAA + Fe. Hasil tersebut menunjukkan bahwa mutan KSl 19 memproduksi OMP 49 kDa lebih rendah dibanding 





Gambar  2. SDS-PAGE dari OM mutan-mutan  K.pneumoniae. 
A : M10 ;  B : KSL19 ; C : KSL38 ; D : KSL52 ; E : KSL 57 ; F : KSL 58 ; G : KSL 59. 
 Di samping itu hasil SDS PAGE juga menunjukkan bahwa mutan-mutan KSL38, KSL52, KSL58 dan KSL 
59 memproduksi protein OMP 22kDa  lebih rendah dibanding  galur induk M10. 
 
3. Protein IROMP dari mutan-mutan K.pneumoniae (KSL). 
  
Hasil SDS-PAGE dari preparasi IROMP mutan-mutan KSL yang ditumbuhkan  pada media CAA tanpa Fe 
(CAA-Fe), menunjukkan  hanya 3 mutan dari 10 mutan yang diperiksa mempunyai IROMP yang berbeda cukup 
signifikan dibanding IROMP dari galur induk M10 (Gambar 3 dan Gambar 4). 
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Gambar 3. SDS-PAGE dari OM  mutan-mutan K. pneumoniae. 
A : M10 ; B : KSL19 ; C : KSL 38 ; D : KSL 39 ; E :KSL 41 
 
 Pada mutan KSL19 protein IROMP 88kDa diproduksi pada level sangat rendah, sedang mutan KSL 38 dan 




Gambar 4. SDS-PAGE dari OM mutan-mutan K.pneumoniae. 
A : M10 ; B : KSL52 ; C : KSL 57 ; D : KSL 58 
E : KSL 59 ; F : KSL 31 ; G : KSL 32 ; H : KSL 33. 
 
 
Penelitian terdahulu (Kuswandi dan Lambert, 1997) menjelaskan bahwa percobaan uptake kompleks 55Fe-
BRL 41897A dalam media CAA-Fe oleh semua mutan yang resisten terhadap BRL 41897A  menunjukkan hasil 
bahwa uptake 55 Fe oleh semua mutan lebih besar dibandingkan  dengan galur induk M10. MIC  dari BRL 41897A 
terhadap mutan lebih besar dibanding MIC terhadap galur induk M10 (Tabel I). 
Kedua data tersebut seolah memperlihatkan adanya kontradiksi. Menurut teori, secara normal  MIC  mutan 
terhadap BRL41897A lebih besar daripada M10, padahal aktivitas antibiotika tersebut diduga karena dapat 
membunuh bakteri dengan efisien akibat membawa struktur yang mirip senyawa penangkap Fe. Dengan demikian 
resistensi bakteri dihubungkan dengan adanya mutasi pada gen reseptor,  tempat kompleks Fe masuk ke dalam sel. 
Mestinya mutan tersebut mengalami cacad pada proteinnya  dan mengalami kegagalan dalam memasukkan Fe 
kedalam sel atau uptake Fe lebih kecil dibanding M10. Namun data yang ada menunjukkan sebaliknya. 
Hasil SDS-PAGE  baik dari OMP maupun IROMP di atas menunjukkan bahwa rupanya sel menggunakan 
cara tertentu untuk dapat menangkap Fe dari luar yakni dengan salah satu dari dua cara. Pertama,  semua mutan 
yang cacad protein reseptor kompleks Fe akibat insersi transposon  pada gennya, kemungkinan besar agar tetap 
survive mutan tersebut kemudian menggantikan protein yang cacad tersebut dengan protein reseptor  lain sehingga 
dapat memasukkan Fe dari luar sel kedalam sel dengan cara yang mungkin sekali lain daripada protein reseptor yang 
pertama. Kedua, protein reseptor lain  yang tidak cacad akan menaikkan ekskresinya menjadi protein yang lebih 
banyak daripada dalam keadaan normalnya.  
 Hipotesis tersebut sesuai dengan  teori yang dikemukakan oleh  Pugsley dan Schnaitman (1978) yang 
mengatakan bahwa : akan menguntungkan bagi bakteri untuk mempunyai gen-gen silent sebagai reseptor Fe-
siderofor dalam kromosomnya. Reseptor-reseptor itu penting bagi bakteri dalam menangkap Fe dari lingkungannya 
agar bakteri tetap survive walaupun satu atau lebih reseptornya tak berfungsi, untuk itu bakteri akan mengaktivkan 
gen-gen silent nya.  
  Bukti yang mendukung teori tersebut  dalam penelitian ini  dapat diwakili oleh mutan KSL 19, mutan yang 
produksi protein IROMP 88kDa rendah tetapi mutan tersebut memproduksi protein IROMP 86kDa dalam jumlah 
yang sangat banyak. 
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 Dalam media Fe + CAA, mutan KSL19 memproduksi OMP 49kDa lebih rendah dibanding M10, begitu  
pula mutan KSL 38, KSL 52, KSL 58 dan KSL 59 memproduksi OMP 22 kDa lebih rendah dibanding M10. 
 Dalam media Fe-CAA, mutan KSL 19 menunjukkan terjadi penurunan dalam produksi IROMP 88kDa, 
namun mutan ini menaikkan produksi IROMP 86 kDa. Sedangkan mutan KSL 38 dan KSL 59 memproduksi 
IROMP 80 kDa sangat rendah dibanding M10. 
 Pada kasus mutan KSL 19 menunjukkan penurunan produksi IROMP yang rendah dikompensasi dengan 
naiknya produksi IROMP yang lain. 
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